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【緒言】
口腔癌の顎骨への浸潤,骨破壊は広範囲な顎骨切除が必要となり,阻噂機能の低下
など患者のQOLを低下させる｡癌による骨浸潤,骨破壊には破骨細胞性骨吸収が重要
な役割を果たしており,その制御は臨床上極めて重要な課題である｡また,癌の増殖
には血管新生が必要であり.近年,血管新生を標的とした治療が臨床応用されてきて
いる｡
Angiogenin仏NG)はヒト結腸癌細胞株の培養上清から単離された血管新生因子であ
る｡癌細胞が産生するANGは血管内皮細胞に作用し.臆病血管新生に重要な役割を果
たしている｡ANGによる血管新生は主に4つの機序により引き起こされている｡すな
わち.リボヌクレアーゼ活性,血管内皮細胞基底膜の分解.ERKとAktによるシグナ
ル伝達,rRNAの転写促進である｡これまでに種々の癌細胞でANGの発現の克進が確
認されているが.口腔癌における報告はほとんどない｡また.血管新生因子は破骨細
胞性骨吸収と関連 して認められることが多く.骨形成のみならず破骨細胞形成と血管
新生因子が相互に密接な関係にあることが示唆されている｡ しかし.癌誘発性骨破壊
に対するANGの関わりについては明らかにされていない｡そこで,本研究では癌の骨
浸潤などの癌誘発性骨破壊に対する ANGの分子標的治療としての有用性ならびにそ
の制御機構を検討した｡
【材料と方法】
1.ANGの血管新生能に関する検討
血管新生能の評価には Angiogenesiskitを用いたo正常 ヒト頗帯静脈内皮細胞
(HUVEC)に種々の濃度のANGを添加して培養を行い,またHUVECにANGの
siRNA(ANG-siRNA)を遺伝子導入 して.ANGをノックダウンして,それぞれの
HUVECの管腔長を測定した｡
2.ANGの陸湯増殖能に関する検討
ANG分泌レベルの高いヒト口腔扇平上皮癌細胞株HSC･2を使用し,ANGが口腔癌
細胞の細胞増殖に与える影響を検討するため,ANGをノックダウンしたHSC-2細胞
の増殖能について細胞数を測定して検討した｡
3.ANGの破骨細胞性骨吸収に対する影響
6週齢雄 C57BU6Jマウスの大腿骨骨髄細胞を回収し,種々の濃度のANGを添加し
て培養し.TRAP染色を行った.TRAP陽性で 3核以上の多核細胞を破骨細胞として
その細胞数を測定した.破骨細胞の吸収活性能はpitformationassayにて評価した.
ANG･siRNA が破骨細胞形成系に与える影響を調べるため.骨髄細胞に ANG-siRNA
を遺伝子導入し.ANGの発現をノックダウンさせて.同様にTRAP染色にて破骨細胞
数を測定した｡
4ANGノックアウトマウス (ANG･KOマウス)の破骨細胞形成能の検討
ANG-Ⅹ0 マウスの骨髄細胞,腺細胞を用いて.破骨細胞形成能を野生型 (WT)と
の比較から検討した｡破骨細胞形成の評価は同様にTRAP染色にて破骨細胞数を測定
した｡
5.ST2細胞におけるANGの影響を検討
マウス骨髄間質細胞である ST2細胞に種々の濃度の ANG を添加した場合の
RANKL,OPG,M-CSF,ANGのmRNA発現をRT-PCR法にて検討した0
6.マウス癌骨破壊動物モデルでの検討
癌の骨破壊の評価には,ANGの発現を抑制した癌細胞を髄腔内に注入して作製した
骨破壊モデルを用いて検討した｡作製したモデルに対して.X線学的.組織学的,免疫
組織化学的に検討した｡
【結果と考察】
1)ANGの血管新生能ならびに桂揚増殖能の検討
HtJVECのANGをsiRNAにてノックダウンすると.その管腔形成能は著明に抑制
された｡また,HSC･2のANGの発現をノックダウンすると細胞増殖能は抑制された｡
これらの結果より,ANGは癌細胞を直接的に促進し,癌細胞から産生されたANGに
よって腫癌血管新生が促進することにより腫揚増殖を調整している可能性が示唆され
た｡
2)ANGの破骨細胞性骨吸収に与える影響
マウス骨髄細胞を用いてANGの破骨細胞形成能,骨吸収活性能を検討した結果.破
骨細胞形成も骨吸収活性も促進していた｡また,ANGを siRNAでノックダウンした
系ならびにANG･Ⅹ0マウスを用いたANGの発現抑制によって破骨細胞形成は抑制さ
れた｡以上の結果より,ANGは破骨細胞形成ならびに骨吸収活性に対して促進的に働
くことが示唆された｡破骨細胞形成を支持する骨髄間質細胞 ST2による破骨細胞分化
誘導関連遺伝子の検索を行ったが.RANKL OPG.M-CSFの発現は変化が少なく.
ANGの発現は上昇していたOこの結果はANGは破骨細胞形成に促進的に働くものの,
破骨細胞活性因子であるRANKLとRANKを介した骨芽細胞とのカップリングに関し
ては影響が少ないと考えられた｡このことから,ANG は骨芽細胞には影響が少なく,
破骨細胞分化の過程に関与している可能性が推乱される0
3)ANGの口腔扇平上皮癌の癌骨破壊動物モデルでの検討
HSC-2細胞を大腿骨骨髄腔内に注入した骨破壊モデルの検討では.HSC･2のANG
をノックダウンすることにより,Ⅹ線学的,組織学的検討から腫癌の増殖は抑制され,
破骨細胞形成ならびに骨吸収も抑制され,臆病周囲の血管新生も抑制した｡
以上の結果より.ANGはi)腫癌増殖.i)血管新生.ii)破骨細胞性骨吸収の抑制を
期待した分子標的治療のターゲットになる可能性が示唆された.現在.抗ANG薬とし
ての開発が進められており.癌治療のみならず.骨代謝性疾患への展開が期待される.
学位論文審査結果の要旨
口腔癌における顎骨浸潤､骨破壊は患者のQOLを著しく低下させることから､癌骨破壊
の制御は臨宋上極めて重要な課題である｡また､癌の増殖には血管新生が必要であり､近
年､血管新生を標的とした治療が臨宋応用されてきているoangiogenin仏NG)はヒト結腸
癌細胞株の培養上清から単離された血管新生因子である｡癌細胞が産生するANGは血管内
皮細胞に作用し､臆病血管新生に促進的に働くことが明らかとなっており､これまでに種々
の癌細胞でANGの発現の克進が確認されている｡しかし､口腔癌における報告はほとんど
なく､また､癌誘発性骨破壊に対するANGの関わりについては明らかにされていない｡そ
こで､本研究では癌誘発性骨破壊に対するANGの役割ならびにANGの分子標的治療とし
ての可能性を検討し､以下の結果を得た｡
1)ANGの血管新生能ならびに腫揚増殖能の検討
口腔扇平上皮癌細胞HSC･2のANGの発現をノックダウンすると細胞増殖能は抑制さ
れたOまたHUVECにおいてANGは濃度依存的に管腔形成能を促進し､ANGの発現を
抑制すると管腔形成能は抑制された｡
2)ANGの破骨細胞性骨吸収に与える影響
マウス骨髄細胞にANGを添加して培養すると破骨細胞形成が冗進し､骨吸収活性能も
冗進した｡また､骨髄細胞のANGの発現をsiRNAでノックダウンすると破骨細胞形成
の抑制が認められた｡ANG･KOマウスの骨髄細胞､牌細胞を使用した破骨細胞形成の検
討では破骨細胞形成は共に抑制された｡破骨細胞形成を支持する骨髄間質細胞ST2によ
る破骨細胞分化誘導関連遺伝子の mRNAの発現の変化では､RANKL､OPG､M･CSF
の発現は変化が少なく､ANGの発現は上昇していた｡
3)ANGの口腔扇平上皮癌の癌骨破壊動物モデルでの検討
ANGの発現をノックダウンしたHSC-2で作製した癌骨破壊モデルの検討では､Ⅹ線
学的､組織学的検討から腫湯の増殖は抑制され､破骨細胞形成ならびに骨吸収も抑制さ
れ､腫揚周関の血管新生も抑制されていた｡
以上の結果より､ANGはi)腫揚増殖､i)血管新生､in)破骨細胞性骨吸収の抑制を期待
した分子標的治療のターゲットになる可能性が示唆された｡本研究は癌治療の面で有用な
知見と考えられる｡よって､審査委員会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値
を認める｡
